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BAB III 
MATERI DAN METODE 
 
3.1. Waktu dan Tempat 
Penelitian ini telah dilaksanakan pada bulan April 2016 di Balai Inseminasi 
Buatan Payakumbuh, Sumatera Barat. 
3.2. Materi 
Materi yang digunakan dalam penelitian ini adalah semen segar sapi bali 
yang ditampung langsung di Balai Inseminasi Buatan Daerah Payakumbuh, 
Sumatera Barat.  
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah tris, sari kacang kedelai, 
antibiotik (streptomycin dan penicillin), gliserol, zat pewarna eosin dan 
aquabidest.  
Alat-alat yang digunakan adalah vagina buatan untuk menampung semen, 
waterbath, mikroskop elektrik, timbangan analitik, sendok spatula, gelas ukur, 
gelas obyek, cover glass, kertas lakmus, kertas saring, kain kasa, tabung 
erlemeyer, blander, aluminium foil, tissue, spuit, mikropipet, rak tabung reaksi, 
gunting dan pelengkap lain. 
3.3. Metode Penelitian 
Penelitian ini dilakukan secara eksperimen dengan Rancangan Acak 
Lengkap (RAL) dengan 6 perlakuan dan 4 ulangan sebagai berikut:  
A = 20 ml andromed + 80 aquabides 
B = 10 ml sari kacang kedelai + 90 buffer 
C = 12 ml sari kacang kedelai + 88 buffer 
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D = 14 ml sari kacang kedelai + 86 buffer 
E = 16 ml sari kacang kedelai + 84 buffer 
F = 18 ml sari kacang kedelai + 82 buffer 
Keterangan: Buffer terdiri dari Tris (3,02), Fruktosa (1,25), Asam sitrat (1,7), Akuabides 
(100), Gliserol (6), streptomycin (0,4) dan penicillin (0,5). (Standar BIB 
Tuah Sakato). 
 
3.4. Prosedur Penelitian 
Penampungan semen diambil langsung dari pejantan sapi bali unggul 
dengan menggunakan vagina buatan. Sebelum di ambil semen terlebih dahulu bull  
diperiksa kesehatan, dibersihkan prupetium, dan melakukan pancingan dengan 
menggunakan teaser. Setelah semen tertampung dilakukan pemeriksaan secara 
makroskopik dan mikroskopik di laboratorium. 
3.4.1. Persiapan Bahan Pengencer 
Menyiapkan bahan pengencer yaitu pilih kacang kedelai yang mempunyai 
kebernasan biji yang baik, kemudian kacang kedelai dicuci sampai bersih 
selanjutnya direndam selama 6 jam dengan air hangat hingga bijinya 
membengkak dan pecah-pecah kemudian ditiriskan lalu diblender. Hasil blender 
yang sudah halus kemudian disaring dengan menggunakan kain kasa sebanyak 3 
kali dilanjutkan penyaringan dengan kertas saring sebanyak 2 kali, selanjutnya 
dimasukkan kedalam tabung erlemeyer. 
Persiapan penyediaan sari kacang kedelai sebanyak 70 ml dibagi atas 
perlakuan (0 ml, 10 ml, 12 ml, 14 ml, 16 ml dan 18 ml) ditempatkan di erlemeyer.  
Pada perlakuan sari kacang kedelai 10 ml ditambahkankan larutan buffer 84 ml  
dan dicampurkan 6 ml gliserol, antibiotik (penisilin 0,3 ml dan 0,4 ml) sehingga 
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menjadi 100 ml dan dihomogenkan. Perlakuan 12 ml ditambahkankan larutan 
buffer 82 ml dan dicampurkan 6 ml gliserol, antibiotik (penisilin 0,3 ml dan 0,4 
ml) sehingga menjadi 100 ml dan dihomogenkan. Perlakuan 14 ml 
ditambahkankan larutan buffer 80 ml dan dicampurkan 6 ml gliserol, antibiotik 
(penisilin 0,3 ml dan 0,4 ml) sehingga menjadi 100 ml dan dihomogenkan. 
Perlakuan 16 ml ditambahkankan larutan buffer 78 ml dan dicampurkan 6 ml 
gliserol, antibiotik (penisilin 0,3 ml dan 0,4 ml) sehingga menjadi 100 ml dan 
dihomogenkan. Perlakuan 18 ml ditambahkankan larutan buffer 76 ml dan 
dicampurkan 6 ml gliserol, antibiotik (penisilin 0,3 ml dan 0,4 ml) sehingga 
menjadi 100 ml dan dihomogenkan. 
1.4.2. Proses Penempungan Semen dan Evaluasi 
Semen sapi bali ditampung dengan vagina buatan satu kali dalam seminggu 
pada pagi hari sekitar jam 09.00 WIB. Sebelum diambil semen diperiksa 
kesehatannya, dibersihkan sekitar prupetiumnya, melakukan pemancingan dengan 
teaser. Setelah semen tertampung dilakukan evaluasi secara makroskopis dan 
mikrokopis di laboratorium. Semen yang dipakai adalah kualitas baik (konsentrasi 
1000 sampai 2000 juta spermatozoa/ml semen, motilitas ≥ 70 persen dan 
abnormalitas < 20 persen). 
1.4.3.  Pengenceran Semen 
Ejakulasi yang diperoleh dari satu ekor sapi bali jantan memenuhi standar 
minimum motilitas spermatozoa (70%) diproses pada suhu kamar (30℃). Volume 
semen yang didapat 4 ml dibagi dengan perlakuan sehingga semen yang didapat 
yaitu 0,66 ml. Selanjutnya masukkan 0,66 ml semen kedalam tabung reaksi 
tambahkan pengencer sari kacang kedelai pada tiap perlakuan melalui dinding 
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tabung. Agar larutan homogen, dilakukan pencampuran dengan cara 
menggoyangkan tabung reaksi secara perlahan-lahan. Menurut (Mumu, 2009) 
Volume pengencer dihitung dengan rumus : 
                (  )  
                                       
        
        
 
1.4.4.  Evaluasi Semen I 
Semen hasil penampungan dianalisis secara: 
a. Makroskopis 
1. Volume  :  Semen yang ditampung dapat langsung dilihat volumenya  
pada skala tabung penampung. 
2. Bau :  Semen yang sudah ditampung didekatkan kehidung untuk 
mengetahui baunya. 
3. Warna : Semen sapi normal seperti susu berwarna krem. 
4. pH : Ditentukan dengan kertas pH universal, peruhahan pH 
dicocokkan dengan warna standar. 
5. Konsistensi : Derajat kekentalan dapat langsung diketahui dengan cara 
menggoyangkan tabung penampung semen secara perlahan-
lahan. 
b. Mikroskopis 
1. Konsentrasi : Metode yang digunakan untuk menentukan konsentrasi  
spermatozoa adalah penghitungan spektrofotometer. 
2. Gerakan massa :  Diamati dengan cara meneteskan satu tetes semen diatas 
objek glass dan diamati dibawah mikroskop dengan 
pembesaran 10 x 10 dan cahaya dikurangi kemudian 
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dilihat gelombang-gelombang yang ditimbulkan oleh 
gerakan spermatozoa. 
3. Motilitas  :  Daya gerak spermatozoa yang dijadikan patokan atau cara 
yang paling sederhana dalam penilaian semen untuk 
inseminasi buatan. 
4. Abnormalitas :  Penyimpanan morfologi dari bentuk spermatozoa normal. 
5. Persentase hidup : Persentase sperma yang hidup ditandai dengan tidak 
adanya penyerapan warna bahan pewarna pada 
spermatozoa. 
6. MPU  : Dihitung spermatozoa yang memiliki membran plasma 
yang masih utuh. 
3.4.5. Filling dan sealing  
Semen yang telah diencerkan dikemas dalam straw 0.25 ml dan diberi label 
menggunakan alat secara otomatis (mesin filling dan sealing) 
3.4.6. Ekuilibrasi (pendinginan) 
Semen yang telah diencerkan dikemas dalam straw 0.25 ml dan diberi label. 
Kemudian temperaturnya diturunkan dari suhu 37℃ sampai 5℃ selama 4 jam 
didalam lemari pendingin (Mumu, 2009). 
3.4.7. Pre Freezing Semen 
Straw yang berisi semen diatur pada rak straw dan ditempatkan dalam uap 
N2 cair sekitar 2-3 cm diatas permukaan nitrogen cair. Pembekuan ini berlangsung 
selama 10-15 menit, kemudian dimasukan langsung ke dalam nitrogen cair 
(Tambing et al., 2000). 
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3.4.8. Pembekuan Semen 
Pembekuan merupakan suatu proses penghentian sementara kegiatan hidup 
dari sel tanpa mematikan fungsi sel, reaksi metaboliknya berhenti mendekati total 
(Susilawati, 2000). Untuk proses pembekuan straw dimasukan ke dalam Nitrogen 
cair (suhu -196℃) dan disimpan didalam container (Rizal et al., 2006). 
Penyimpanan dalam container selama 60 menit selanjutnya dilakukan thawing 
(Mumu, 2009). 
3.4.9.  Pencairan Kembali (Thawing) 
Proses Thawing dimaksudkan untuk mencairkan kembali semen beku 
menggunakan media dan durasi tertentu sehingga dapat dideposisikan ke alat 
reproduksi betina. Kondisi ini menimbulkan heat sock maupun kontaminasi 
dengan oksigen pada spermatozoa sehingga mempengaruhi kestabilan membran 
yang berdampak pada kualitas semen beku. Teknik thawing terbaik yaitu pada 
thawing menggunakan air bersuhu 37℃ dengan durasi 15 detik (Salim et al., 
2009). 
3.4.10.  Evaluasi II 
a. Pemeriksaan motilitas 
b. Pemeriksaan persentase hidup 
c. Pemeriksaan abnormalitas 
d. Pemeriksaan membran plasma utuh (MPU) 
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Prosedur penelitian dapat dilihat pada gambar berikut: 
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3.4. Parameter yang Diukur 
Parameter yang diukur dalam penelitian ini meliputi: 
1. Persentase Motilitas.  
Penentuan motilitas spermatozoa dilakukan menurut gerakan individual 
(Toelihere, 1993), yaitu dengan meneteskan semen pada gelas objek yang bersih 
dan ditutup dengan gelas penutup. Kemudian dilakukan pengamatan dibawah 
mikroskop pada pembesaran 45 x 10. Kemudian dihitung gerakan-gerakan 
individual spermatozoa. 
          ( )  
                               
                                
      
2. Persentase hidup spermatozoa 
Jumlah persentase sperma yang hidup ditandai dengan tidak adanya 
penyerapan warna bahan pewarna pada spermatozoa. Dua tetes zat warna 
ditempatkan pada suatu gelas obyek yang bersih dan hangat (suhu 37°C) yang 
kemudian satu tetes kecil semen ditambahkan dan dicampurkan lalu diulas dengan 
menggunakan gelas obyek lainnya. Perhitungannya berdasarkan perbandingan 
antara jumlah sperma hidup yang ditandai dengan kepala tidak berwarna, 
sebaliknya sperma yang terwarnai akan dinyatakan mati sebab eosin hanya dapat 
menembus sel sperma yang telah rusak, sehingga Nampak terwarnai. Total 
sperma yang diamati dan dinyatakan dalam persen (%). Perlakuan preparat ulas 
untuk menghitung persentase sperma hidup dilakukan dalam waktu yang singkat 
maksimal 15 detik. 
                ( )  
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3. Persentase Abnormal 
Abnormalitas spermatozoa diamati dengan membuat preparat ulas pada 
gelas objek dari satu tetes sperma yang dicampur dengan satu eosin-Negrosin. 
Pengamatan dilakukan dibawah mikroskop dengan pembesaran 45 x 10. 
Spermatozoa yang normal dan abnormal dihitung sampai 100 sampai 200 sel 
(Toelihere, 1993). Spermatozoa yang morfologi abnormal dapat dihitung dengan 
rumus; 
             ( )  
                           
                                
      
4. Persentase Membran Plasma Utuh (MPU) 
Dilakukan dengan menggunakan Hypoosmotic Swelling Test. Prosedur yang 
digunakan mengikuti petunjuk Jayendra et al. (1984) yaitu menggunakan medium 
Hos Test berupa NaCl hipotonik (0.031 m; terbuat dari 0.179 g NaCl yang 
dilarutkan dengan 100 ml akuabides). Sebanyak 0,1 ml semen ditambah dengan 
9.9 ml medium HOS Tes, selanjutnya diinkubasi selama satu jam pada suhu 37℃ 
dalam water bath. Semen yang telah diinkubasi dievaluasi dengan menggunakan 
mikroskop cahaya 40 kali. Jumlah spermatozoa yang di hitung adalah 200 dengan 
skala 0 sampai 100 persen. Semen akan memperlihatkan perubahan morfologi bila 
diinkubasi pada medium hipotonik. Perubahan-perubahan yang terjadi antara lain 
dicirikan oleh pembehkakan pada ujuang ekor, lengkungan pada ekor, ekor yang 
pendek dan tebal atau pembengkakan pada bagian atau seluruh bagian dari 
lengkungan yang dibetuk oleh ekor spermatozoa, yang menunjukkan integrasi 
speratozoa yang baik. 
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                     ( )  
                          
                   
                                
      
 
3.5. Analisis Data 
Data penelitian yang dihasilkan diolah secara statistik dengan menggunakan 
analisis ragam menurut Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 6 perlakuan dan 
4 ulangan. Perbedaan pengaruh perlakuan diuji dengan   Duncan’s   Multiple   
Range  Test (DMRT). Model matematis rancangan menurut Steel and Torrie 
(1991) adalah : 
Yij =  µ+ αi+ ij 
Dimana : 
Yij          = Nilai pengamatan dari hasil perlakuan ke-I ulangan ke-j 
µ          = Nilai tengah umum (population mean) 
αi            = Pengaruh taraf perlakuan ke-i 
ij            = Pengaruh galat dari perlakuan ke-I ulangan ke-j 
Tabel 3.2. Analisis sidik Ragam 
Sumber 
keragaman 
Db JK KT Fhitung 
Ftabel 
0,05 0,01 
Perlakuan t-1 JKP KTP KTP/KTG - - 
Galat t-(r1) JKG KTG - - - 
Total rt-1 JKT - -  - 
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Keterangan: 
Faktor Koreksi (FK) =  (Y..)
2
 
       rt  
  Jumlah Kuadrat Perlakuan (JKP) = (Yi)
2 __ 
FK 
    r 
Jumlah Kuadrat Total (JKT) = (Yij)
2 
- FK 
Jumlah Kuadrat Galat (JKG) = JKT-JKP 
Kuadrat Tengah Perlakuan (KTP) = JKP/dbP 
Kuadrat Tengah Perlakuan (KTG) = JKG/dbG 
F hitung = KTP/KTG 
          Bila hasil analisis ragam menunjukan pengaruh nyata dilakuakan uji lanjut 
dengan Ducan’s multiple test (DMRT). 
 
UJDα = Rα (p ; db) ×  
Keterangan: 
α    :Taraf uji nyata  
R    :Nilai dari tabel uji jarak Duncam  
P    :Banyak perlakuan  
 
